INACTIVACION DE LA ECDISONA EN TRIATOMA INFESTANS “IN VIVO” 


ANGEL STOKA * 


INTRODUCCION 


Desde el descubrimiento y aislamiento de la ecdisona (a - ecdisona, hormona de la 
muda) por Butenandt y Karlson (1954), y de la ecdisterona ($ - ecdisona, crustecdisona, 
20 - hidroxiecdisona) por Karlson (1956); Kaplanis y col. (1966); el metabolismo de am- 
bas fue intensamente estudiado en diferentes especies de insectos. El tenor circulante de 
ecdisona varía a lo largo de cada estadío larval o ninfal como resultado del balance entre 
su velocidad de biosíntesis y la velocidad de inactivación. Ambos mecanismos, son pun- 
tos claves en la regulación del proceso de muda. Varias rutas metabólicas de inactivación 
de la ecdisona han sido descriptas para algunas especies de insectos: Heinrich y Hoffmeis- 
ter (1970), Cherbas y Cherbas (1970), Karlson y col. (1974), Koolman y col, (1973), 
Karlson y Koolman (1973), Hoffman y col. (1974), Lagueux y col. (1976) y Widman y 
Romer (1977). Los productos finales del metabolismo de la ecdisona y ecdisterona en 
T. infestans son compuestos conjugados inactivos biológicamente y muy polares (Stoka, 
Charreau). 

En el presente trabajo se estudió la intervención de 35 S en la formación de conju- 
gados. 


MATERIALES 


Todos los insectos (Triatoma infestans, Klug 1834) fueron criados a 30*C y 55- 
-65 % de humedad, siendo alimentados sobre palomas. 


* Miembro de la Carrera del Investigador Científico del Consejo Naclonal de investigaciones Clen- 
tíflcas y Técnicas, Argentina. 
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Como material radiactivo se utilizó 23,24 - 3H - ecdisona y 35 SO¿Na con una ac- 
tividad específica de 68 Ci/mmol y de721 m Ci/mmol respectivamente. Ambos produc- 
tos fueron adquiridos a New England Nuclear Corporation, Boston, Massachusetts, sien- 
do purificados por cromatografía en capa delgada previo a su utilización. Las cromato- 
grafías en capa delgada fueron realizadas en silica gel HF 254 de 0,25 mm de espesor, 
cromatofolio de aluminio (Merck, Darmstadt). 

Los esteroides de referencia fueron adquiridos a Simes s.p.a. (Milano) y su pureza 
verificada por cromatografía en capa delgada. El registro de la radiactividad presente en 
las cromatografías realizadas fue efectuado con un radiocromatógrafo Packard, Modelo 
7201. Para medición de la radiactividad por centelleo Líquido se utilizó un aparato Bec- 
kman LS - 100, 

Las hidrólisis enzimáticas se realizaron con f - glucuronidasa (E. C. 3. 2. 1. 31) 
de hígado bovino y ß - glucuronidasa + esteroide sulfatasa (E. C. 3.2.1. 31. + 3.1.6.2.) 
de Helix, pomatia como solución cruda; ambas fueron adquiridas a Sigma Chemical Co. 
(St. Louis). 


METODOS 


Para la obtención de conjugados en cantidad suficiente se inyectaron: a) Seis nin- 
fas del 5° estadío con 1 y Ci de ecdisona - 3H disuelta en 2-3 ul de agua destilada. b) Si- 
multáneamente diez ninfas en idénticas condiciones fueron inyectadas con iyCi de ecdi- 
sona - 3H + 4 Ci de 35504Na. 

A las 24 horas de la inyección los dos grupos fueron homogeneizados separada- 
mente en metanol. Se dejo extraer durante 24 horas a 4°C y luego se centrifugó a 
2500 rpm. Los sobrenadantes fueron llevados a sequedad por evaporación a presión re- 
ducida y cromatografiados en placa delgada. Las cromatografías fueron desarrolladas en 
forma unidireccional ascendente, en dos diferentes sistemas de solventes: A) Cloroformo: 
Metanol 8:2 (v/v). B) Acetato de etilo: Etanol: Agua (2:8:1) (v/v/v). Cada placa fue de- 
sarrollada dos veces en el mismo sistema y los esteroides de referencia fueron cromato- 
grafiados simultáneamente con los extractos metanólicos. 

Los conjugados fueron hidrolizados enzimáticamente, por incubación durante 9 
horas con $ - glucuronidasa (3 mg =2760 unidades) o con $ - glucuronidasa + esteroide 
sulfatasa (30 ul = 3600 unidades) en 1500 ul de buffer acetato 50 mM, pH 5,0 a 35°C. 
La cromatografia de intercambio iónico en DEAE - celulosa se realizó con la siguiente 
secuencia: 


Cloroformo Metanol 

1) 100 % o 

2) 90 % 10 % 

3) 80 % ` 20 % 

4) 70 % 30 % 

5) 60% a. 40 % 

6) 3 es 50 % 

7) 40 % 60 % 

8) 30 % x 70 % 

9) 20 % l 10 % 
10) 10 % 90 % 
11) 0 rae 100 % 
12) 0 Metanol 0.25 M Acetato de amonio. 
13) 0. .. ~ Metanol 0.50 M Acetato de amonio. 
14) 0 Metanol 0.50 M Acetato de amonio. 


La cromatografía de filtración por gel con LH 20 se realizó en una columna de 
1,5 x 50 cm usando como solvente de elución agua destilada. Se colectaron fracciones 
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de 1 mi, cuya radiactividad fue medida utilizando como líquido centellante PPO 4,0 g, 
dimetil POPOP 0,04 g, tolueno 1000 ml y triton 430 ml. 


RESULTADOS Y DISCUSION 


A los 28 - 30 días de haberse alimentado, las ninfas del 5* estadío de Triatoma in- 
festans metabolizan la ecdisona - 3H inyectada a conjugados en mayor porcentaje (Stoka 
y Charreau). 

A las 24 horas de la inyección, 35 - 40 % de la dosis administrada se encuentra 
como productos conjugados. 

En la Figura 1 se observa el radiocromatograma obtenido luego de haber cromato- 
grafiado los extractos metanólicos en el sistema de solventes A. El pico I que correspon- 
de a la fracción llamada conjugados fue elufdi de la placa para su análisis. Cuando la frac- 
ción I es sometida a hidrólisis enzimática con $ - glucuronidasa y § - glucuronidasa + es- 
teroide sulfatasa los resultados son los que indica la Tabla I. 


TABLA I 
COMPUESTO 6 - glucuronidasa b - glucuronidasa + 
esteroide sulfatasa 
ecdisterona 13 % 24 % 
ecdisona 14 % 18 % 
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FIGURA 1: Radiocromatograma de extractos metanólicos de Triatoma infestans luego de la inyec- 
ción de ecdisona radiactiva. Fue cromatografiado en cloroformo: metanol 8: 2 {V/V). 
Flujo de solvente de izquierda a derecha. Los picos de radiactividad fueron clasificados 
de acuerdo a su valor de Rf: I conjugados, If desconocido, III 20 - hidroxiecdisona, IV 
ecdisona, V desconocido, i 
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Estos resultados indican una intervención de compuestos sulfatados en la forma- 
ción de-conjugados. Para obtener más datos que confirmaran este hecho se cromatogra- 
fiaron los conjugados obtenidos al inyectar ecdisona 3H + 358 en el sistema de solventes 
B oteniéndose un radiocromatograma como indica la Figura 2, donde se observa la pre- 
sencia de tres picos radiactivos. 
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FIGURA 2: Radiocromatograma de pico. 1 (fig. 1) extraído de insectos inyectados con ecdisona ra- 
diactiva + sulfato de sodio radiactivo. Fué cromatografiado en acetato de etilo: etanol: 
agua; 2: 8: 1 (v/v/v), Flujo de solvente de izquierda a derecha. O: origen, F: frente de 
solvente, 
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Para poder determinar que fracciones poseían la doble marca con 3H y 358 se 
desprendió, por raspado, la silica gel de la capa delgada en sectores de 5 mm que fueron 
colocados en tubos para ser contados en centelleo líquido. La reconstrucción del radio- 


cromatograma con los datos del contador de centelleo líquido para 3H y 355 es según se 
observa en la figura 3. 
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FIGURA 3: Reconstrucción del radiocromatograma de la figura 2 con la ċontribución de cada isó- 
topo (3H y 355) según datos de medición en centelleo líquido, Rf de A = 0 (origen), 
B=04yC=0.6 , 3H . 355 : 

O: origen F; frente de solvente, 
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Para confirmar que la doble marcación radiactiva coincide aún cuando varien las 
condiciones de análisis, se sometió la fracción C de la Figura 3 a los siguientes procedi- 
mientos: a) cromatografía de intercambio iónico en DEAE - celulosa, b) filtración por 
gel con Sephadex LH 20. Ambos métodos volvieron a repetir la coincidencia de la do- 
ble marca radiactiva, como se observa en las Figuras 4 y 5. 
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FIGURA 4: Cromatografía de intercambio iónico en DEAE - celulosa de la fracción C de la figura 3, 
S utilizó como soivente de elución un gradiente de cloroformo - metanol. 3H 
S 
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FIGURA 5: Cromatografía de filtración por gel, en LH 20, de la fracción C. de la figura 3. Se utilizó 
como solvente de elución agua destilada, 3H ¿355 


La filtración por gel a través de Sephadex LH20 muestra dos componentes con 
doble marca radiactiva. Al realizar hidrólisis enzimática de la fracción C con $ - glucuro- 
nidasa y f - glucuronidasa + esteroide sulfatasa, se obtuvo entre un 37 a 55 %de hidróli- 


sis. 
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La distribución de la radiactividad al realizar cromatografía en capa delgada de la 
fraccción C, luego de la hidrólisis, es la que se obtuvo en las figuras 6 y 7. 
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FIGURA 6: Radiocromatograma obtenido juego de ia hidrólisis enzimática con $ - giucuronidasa. 
Se cromatografió en el sistema cloroformo: metanol 8: 2 (v/v). El radiocromatograma 
fue EN con los datos de centelleo líquido para obtener la contribución de cada 
isótopo. (3H ¿355 O: origen F: frente de solvente, 
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FIGURA 7: Radiocromatograma obtenido luego de la hidrólisis enzimática con f - glucuronidasa + 
esteroide sulfatasa, Se cromatografió en el sistema cloroformo: metanol 8: 2 (v/v). El 
radiocromatograma fue reconstruído con los datos de centelleo líquido para obtener la 
contribución de cada disótopo (3H 355 . O: origen, F: fren- 
te de solvente. 

Estos resultados permiten afirmar que en el proceso de inactivación de la ecdisona 
interviene el azufre. En un cierto porcentaje lo hace como sulfato, pero también parece 
hacerlo en combinación con el acido glucurónico. Las hidrólisis enzimáticas con $ - glu- 
curonidasa y f - glucuronidasa + esteroide sulfatasa indica que el ácido glucurónico es un 
componente importante en el proceso de inactivación. Cuando las hidrólisis enzimáticas 
son analizadas por cromatografía en capa delgada (Figs. 6 y 7) se observa la aparición de 
una sustancia radiactiva desconocida que posee un Rf = 0.7, mayor que el de la ecdisona 
(RÍ = 0.4). 

Actualmente se continúa realizando experiencias que aclaren el mecanismo de 
inactivación en el aspecto estructural y regulatorio cn Triatoma infestans. 
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